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Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.
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Endereco: Avenida das Nacdes Unidas, 12901, Torre Norte 7° Andar, S&o Paulo-SP
Assunto: Liberacdo Comercial de algodédo geneticamente modificado

Extrato Prévio: 242/2004 publicado no D.O.U 195 de 08/10/2004, Secéo 3, pagina 06
Reuniao: 1162 Reuniao ordinaria, ocorrida em 18/09/2008

Decisao: Deferido

A CTNBIo, ap0s apreciacdo do pedido de Parecer Técnico para liberacdo comercial de
algoddo geneticamente modificado (Algoddo Roundup Ready, Evento MON 1445) bem como
de todas as progénies provenientes do evento de transformacdo evento MON 1445 e seus
derivados de cruzamento de linhagens e populacbes ndo transgénicas de algoddo com
linhagens portadoras do evento MON 1445, concluiu pelo seu DEFERIMENTO nos termos
deste parecer técnico.

A Monsanto do Brasil Ltda. solicitou a CTNBio Parecer Técnico relativo a biosseguranca
do algoddo (Gossypium hirsutum) geneticamente modificado tolerante ao herbicida glifosato,
designado Algoddo Roundup Ready, para efeito de sua liberagdo ao livre registro, uso no meio
ambiente, consumo humano ou animal, comércio ou uso industrial e qualquer outro uso e
atividade relacionada a esse OGM ou linhagens ou cultivares dele derivadas, assim como 0s
subprodutos obtidos, respeitadas as demais legislagbes e exigéncias aplicaveis a qualquer
utilizacdo das espécies cultivadas do género Gossypium vigentes no pais. O Algoddo Roundup
Ready Evento MON 1445 foi produzido por transformacdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens contendo o plasmidio PV-GHGTO7, utilizando como planta
receptora a variedade de algoddo Coker 312. Nesse plasmidio estdo presentes os genes cp4
epsps, nptll, add e gox. O gene cp4-epsps inserido foi obtido a partir de um trecho especifico
do DNA da bactéria Agrobacterium sp. cepa CP4 e codifica a enzima CP4-EPSPS (CP4 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase), que confere as plantas de algoddao o atributo que
possibilita 0 uso em pés-emergéncia do herbicida glifosato, para manejo de plantas daninhas,
sem causar injuria a lavoura de algoddo. O gene nptll codifica a proteina Neomicina
Fosfotransferase tipo Il, que confere tolerancia aos antibidticos neomicina e canamicina. O
gene aad, que codifica a proteina AAD (3°(9)-O-aminoglicosideo adeniltransferase — marcador
de selecdo de resisténcia a antibibticos), ndo é expresso em tecido vegetal. O gene gox
codifica a enzima GOX (glifosato oxidoredutase) que é responsavel por metabolizar o herbicida
glifosato. O gene gox nao foi transferido para o algod&o, e consequentemente, a proteina GOX
nao foi detectada no Algoddo Roundup Ready evento MON 1445. Ndo existe qualquer
evidéncia de que os organismos doadores dos genes inseridos sejam patogénicos ao homem.
As andlises moleculares e de segregac¢édo (padrao Mendeliano de 3:1) mostraram que o T-DNA
foi parcialmente inserido em um anico I6cus do genoma do algodéo. A estabilidade genética do
evento MON 1445 foi determinada pelo padrdo de estabilidade hereditaria, pela integridade do
DNA inserido e pela estabilidade do fenétipo em varias condicbes ambientais determinadas em
varias geragbes de linhagens obtidas por retrocruzamento com cultivares elite. Essa
estabilidade foi também demonstrada pela integridade do DNA inserido e pela funcionalidade
da proteina CP4 EPSPS expressa em linhagens obtidas por cruzamento com uma cultivar
adaptada para plantio em ambiente brasileiro. As proteinas EPSPS e NPTII, as quais nao tém
histérico de toxicidade ou alergenicidade, resultantes da expressdo dos transgenes se
mostraram equivalentes as presentes na natureza. O gene epsps esta presente tanto em
plantas quanto em microrganismos, enquanto nptll esta presente em muitas espécies de
microrganismos, inclusive em bactérias intestinais e no género Bacillus encontrados em solos
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no Brasil. Estudos in vitro demonstraram que em fluidos intestinais simulados (pH 1,2 e pH 7,5)
a proteina EPSPS é degradada rapidamente, o que é comum no trato digestivo de mamiferos
com proteinas que apresentam risco minimo de toxicidade ou alergenicidade. Além disso, o0s
estudos de toxicidade oral aguda em camundongos mostraram que tanto EPSPS quanto NPTII
nao apresentam potencial toxico quando administradas oralmente na dosagem de 572 mg/kg
corporal e 5 g/kg corporal respectivamente. As duas proteinas transgénicas CP4 EPSPS E
NPTII estdo na natureza, amplamente distribuidas entre os microganismos de onde foram
derivadas. A introgressdao de um transgene para plantas silvestres de algoddo s6é poderia
ocorrer se este conferisse uma forte vantagem seletiva, superior as desvantagens conferidas
pelos alelos que estdo geneticamente ligados ao transgene. No entanto, a caracteristica de
tolerdncia a herbicida é reconhecida como n&o sendo capaz de dotar os gendtipos receptores
de qualquer vantagem adaptativa fora de areas agricolas, uma vez que fora destas areas, os
potenciais genétipos silvestres receptores ndo sofrem a¢édo da presséo seletiva do herbicida e,
portanto, a eventual polinizacdo destes gendtipos nao resultaria em introgressao génica. As
avaliacBes das caracteristicas fenotipicas e agronémicas do Algodao Roundup Ready evento
MON 1445 cultivar DP50RR realizadas no Brasil tém resultados semelhantes aos encontrados
em outras regifes do mundo em plantio experimental e comercial. Com excecdo da tolerancia
ao herbicida glifosato, resultante da expresséo do gene cp4 epsps, 0 Algodao Roundup Ready
evento MON 1445 demonstra caracteristicas fenotipicas e agronémicas equivalentes ao padréo
de linhagens parentais convencionais e de cultivares comerciais de algodao convencional. O
glifosato é um herbicida pds-emergente, pertencente ao grupo quimico das glicinas
substituidas, classificado como nédo-seletivo e de agdo sistémica. Apresenta largo espectro de
acao, possibilitando controle de plantas daninhas anuais ou perenes, tanto de folhas largas
como estreitas. Esse herbicida encontra-se registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA para fins agricolas e no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA do Ministério do Ministério do Meio Ambiente para fins
nao agricolas, além de possuir monografia aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA. As informa¢des indicam que as plantas transgénicas nao diferem
fundamentalmente dos gendtipos de algodado nédo transformado, a excecdo da tolerancia ao
glifosato. Adicionalmente, ndo h4 evidéncia de reacbes adversas ao uso do Algoddao Roundup
Ready. Por essas razfes, ndo existem restricbes ao uso deste algodédo ou de seus derivados
seja para alimentagcdo humana ou de animais. Diante do exposto, a liberacdo comercial do
Algoddo Roundup Ready, evento 1445 ndo é potencialmente causadora de dano a saude
humana e animal, nem de significativa degradacdo do meio ambiente. Conforme estabelecido
no art. 1° da Lei 11.460, de 21 de margo de 2007, “ficam vedados a pesquisa e o cultivo de
organismos geneticamente modificados nas terras indigenas e areas de unidades de
conservacao”. Nao existem variedades crioulas de algodoeiros e as cadeias de algodoeiros
especiais, convencionais e transgénicos tém convivido de modo satisfatrio, sem que tenham
sido divulgados relatos de problemas de coexisténcia. Conforme o Anexo | da Resolucdo
Normativa n° 5, de 12 de marco de 2008, a requerente tera o prazo de 30 (trinta dias) a partir
da publicagédo deste Parecer Técnico, para adequar sua proposta de plano de monitoramento
pés-liberagdo comercial. No &mbito das competéncias do art. 14 da Lei 11.105/05, a CTNBio
considerou que o pedido atende as normas e a legislacdo pertinente que visam garantir a
biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saide humana e animal.
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PARECER TECNICO
. Identificacdo do OGM
Designacao do OGM: Algoddao Roundup Ready evento MON 1445
Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.
Espécie: Gossypium hirsutum L.
Caracteristica Inserida: Tolerancia ao herbicida glifosato
Método de introducao da caracteristica: Co-cultura com Agrobacterium tumefaciens.

Uso proposto: producéo de fibras para a industria téxtil e graos para consumo humano e

animal do OGM e seus derivados.
Il Informacdes Gerais

O algodao pertence ao género Gossypium, Tribo Gossypieae, Familia Malvaceae,
ordem Malvales e subdivide-se em quatro subgéneros (Gossypium, Sturtia, Houzingenia e
Karpas), que, por sua vez, se subdividem em nove secGes e varias subsecbes ©?. O género
Gossypium compreende atualmente 50 espécies bastante diversas, sendo oriundos da
América, Africa, Asia e da Australia ®Y. Os centros de origem de G. hirsutum encontram-se no

México e na Guatemala, enquanto os de G. barbadense, no Peru e na Bolivia 9,

No mundo ocorrem quatro espécies de algodoeiros de importancia agrondmica, cujas
fibras possuem valor comercial: duas sdo espécies dipléides do Velho Mundo (G. arboreum e
G. herbaceum) e as outras duas séo alotetrapléides do Novo Mundo (G. barbadense e G.
hirsutum). As duas espécies alotetraploides respondem por aproximadamente 98% da
producdo de algoddo mundial. A espécie G. hirsutum é cultivada em 90% da area ©”. Os
cultivares de G. hirsutum foram classificados em quatro tipos principais: Eastern, Acala, Delta e
Plains ©®®. O tipo Eastern inclui a variedade Coker 312, que foi utilizada na transformacéo

genética, gerando o Algodado Roundup Ready evento MON 1445,

Dois tipos de algodoeiro sdo predominantemente cultivados no Brasil: o convencional e
0 algodoeiro geneticamente modificado resistente a lagartas. Estes algodoeiros séo os
responsaveis por praticamente todo o algoddo produzido no pais. Além destes, trés outros
algodoeiros com caracteristicas genéticas ou ecoldgicas especiais sédo cultivados: o algodoeiro
de fibra naturalmente colorida, o algodoeiro organico e o algodoeiro agroecolégico. O
algodoeiro colorido concentra-se, quase exclusivamente, no estado da Paraiba, sendo a area

plantada em 2007 de aproximadamente 300 hectares. A producdo de algoddo organico
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certificado é realizada no Parana e na Paraiba, e a area cultivada em 2007 foi de 250 hectares.
Lavouras de algoddes agroecolégicos foram cultivadas por 235 agricultores no bioma semi-

arido de quatro estados da regido Nordeste e produziram 42 toneladas ©®.

As cadeias de algodoeiros especiais, convencionais e transgénicos tém convivido de
modo satisfatério, sem que tenham sido divulgados relatos de problemas de coexisténcia. A
area plantada com algodoeiro no Brasil na safra 2007/2008 foi cerca de um milhdo e cem mil
hectares, dos quais mais de 85% concentra-se no bioma Cerrado, particularmente nos estados
do Mato Grosso, Bahia, Goids e Mato Grosso do Sul. As demais lavouras estédo presentes em
outros estados do pais, principalmente no Semi-Arido da regiio Nordeste, no Parana, em

Minas Gerais e em S&o Paulo “9.

Além do algodoeiro herbaceo, trés outros algodoeiros ocorrem no Brasil, todos
alotetrapléides e, portanto, sexualmente compativeis com os cultivares. Nenhuma destas

espécies é considerada planta daninha em ambientes agricolas ou naturais.

A espécie G. barbadense tem centro de domesticacdo no Norte do Peru e Sul do
Equador 9, Foi introduzida por povos pré-colombianos e sua fibra era empregada na producéo
de artesanatos téxteis por algumas etnias indigenas antes da chegada dos portugueses ¢,
Seu uso como planta téxtil se difundiu entre os colonizadores, mas entrou em decadéncia com
a disseminacdo das duas racas exéticas de G. hirsutum. N&o € encontrada em ambientes
naturais e € mantida, basicamente, como planta de fundo de quintal. Sua distribuicdo é ampla,
estando presente em quase todo o pais e a conservacao in situ esta diretamente ligada a

manutencéao das tradicdes de uso como planta medicinal 9.

A Unica espécie nativa do Brasil € G. mustelinum, com distribuicdo natural restrita ao
semi-arido nordestino ©-*, Populagdes sdo conhecidas apenas nos estados da Bahia e do Rio
Grande do Norte, em municipios que ndo produzem algoddo herbaceo. Dois problemas
comprometem a manutenc¢ao in situ de G. mustelinum. O primeiro e mais grave é a destruicdo
de matas ciliares de rios e riachos intermitentes, o habitat da espécie. O segundo € a pecuaria
extensiva praticada na regido, particularmente de caprinos. Os animais se alimentam de
brotos, folhas, frutos, sementes e da casca do caule, prejudicando o desenvolvimento e, em
alguns casos, matando as plantas adultas. A renovacdo das populacbes também é
comprometida, pois o pastejo em individuos jovens ocasiona a destruicdo de parte das plantas
19 A distancia entre as populacGes conhecidas e as regides produtoras de algoddo impede que
haja cruzamentos de G. mustelinum com plantas de algodoeiro herbaceo presentes nas

lavouras.
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O terceiro tipo de algodoeiro é conhecido como algodoeiro moco e pertence a uma raga
diferente da mesma espécie do herbaceo (G. hirsutum var. marie galante (Watt) Hutch.). E
originaria das Antilhas e nao se sabe ao certo como foi introduzido no pais, havendo hipéteses
de que tenha sido trazido por holandeses ou africanos durante o periodo colonial ®. O
algodoeiro moc6 foi muito cultivado no semi-arido do Nordeste até o final da década de 80,

quando diversos problemas causaram abrupta interrupcdo no cultivo @2,

Pequena quantidade de algodoeiros arbéreos, principalmente hibridos inter-raciais de
fibra branca e colorida produzidos pelo programa de melhoramento da Embrapa ainda sdo
cultivados. Contudo, o cultivo destes materiais esta em declinio, tendo sido colhidos 5.692
hectares na safra 2004/05 e apenas 1.326 hectares na safra 2005/06 “9. As lavouras s&o
cultivadas com um minimo de insumos externos, sendo 0 mais importante o inseticida para o
controle de insetos-praga. O controle de plantas daninhas é feito quase que exclusivamente
com capinas manuais. Populacdes transientes de elevada importancia biologica desta raca,
derivadas de lavouras abandonadas, sdo encontradas no alto de serras em alguns municipios
do Seridé Paraibano e Potiguar @9, Tais populacGes estdo geograficamente isoladas de
lavouras de algodoeiro herbaceo e bem representadas nos bancos de germoplasma da

Embrapa.

A planta de algodéo é geralmente considerada anual, embora seja tida como perene em
algumas partes do mundo, onde espécies como G. hirsutum s&o cultivadas comercialmente.
No Brasil, o algodao pode ser cultivado durante quase todo o ano em regifes onde os invernos

nao sao rigorosos, permitindo duas colheitas, apesar de se tratar de safra anual.

O algodao possui um ramo central e ramos de dois tipos (vegetativo e de frutificacéao),
com altura que atinge 1,5 metro. As folhas s&o alternadas em uma distribuicdo em espiral ao
redor dos ramos, pecioladas e possuem de trés a cinco Iébulos claramente definidos, assim
como pélos e lamina cordata ao longo de 7,5 cm a 15,0 cm de comprimento por I6bulo ©”. Na
base de cada folha do ramo principal, no angulo entre a folha e o ramo, existem duas ou trés
gemas axilares que originam os ramos vegetativos e de frutificacdo. Os ramos de frutificacdo

produzem gemas florais que se desenvolvem em macas ©2.

O florescimento inicia-se num prazo de 7 a 11 semanas apés o plantio, com uma média
de seis a oito flores em cada ramo fértil, todas grandes, de coloragdo branca ou amarela,
presas por um calice reduzido e com trés a quatro bracteas verdes grandes franjadas. As flores
possuem cinco pétalas separadas, assim como outros membros da familia Malvaceae. A
coluna estaminal circunda o estilete formado de 100 ou mais estames que terminam em

anteras e normalmente produzem 45 mil grdos de poélen por flor ®®, Os grdos de poélen séo
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grandes, tém de 81 a 143 micra de tamanho e sdo recobertos com um material viscoso que
promove a sua aderéncia, o que faz com que o pélen de algodao nao seja transportado pelo

vento. As pétalas possuem coloracéo que se altera durante o dia, atraindo polinizadores ©,

O ovario superior (maca), que se desenvolve dentro da cdpsula, é uma estrutura seca
gue, quando aberta, mostra uma divisdo em trés a cinco carpelos ou léculos, 0s quais possuem
de cinco a dez o6vulos cada um. O fruto é uma capsula de 4,0 cm a 6,0 cm de tamanho,
esférica, de textura macia, verde-clara, com poucas glandulas de 6leo. As sementes possuem
1,0 cm de tamanho, sdo ovéides, de coloracdo marrom-escura, em nuamero de
aproximadamente 36 por fruto. O peso de 100 sementes € por volta de 10,0 g a 13,0 g, com
fiboras de dois tipos em sua epiderme (longas e curtas) ©®”. As sementes com as fibras
encontram-se dentro dos carpelos. As fibras longas sdo conhecidas como linter, e as curtas,
como penugem. A maioria das espécies de algoddo ndo possui linter. Cada fibra €, na
realidade, uma célula Unica de fibra que cresce na epiderme da casca da semente. A parede
celular torna-se mais espessa pela adicdo de camadas de celulose. As macds maduras
possuem diversos tamanhos e formas, dependendo da variedade e das condi¢cdes ambientais,
mas aquelas que se desenvolvem nas primeiras trés semanas do florescimento s&o

usualmente maiores e contém as fibras de qualidade superior.

Nectarios sdo normalmente encontrados em cinco diferentes partes da planta (floral,
interna, externa, foliar e microscépica). Os nectarios florais devem estar associados a
polinizacdo e os extraflorais, a atracdo de insetos ®. O algoddo possui ainda glandulas
especiais em Varios tecidos (incluindo caroco) que produzem um composto quimico chamado
gossipol, o qual constitui uma substancia terpendide biologicamente ativa que funciona como
uma defesa contra herbivoros. O gossipol € um antioxidante e inibidor de polimerizacao, sendo
téxico para animais monogdastricos como suinos e coelhos. Os sintomas principais sao
constipacdo, perda de peso e apetite, bem como efeitos no sistema circulatério. A toxicidade
aguda é baixa, mas a ingestdo de baixas quantidades por muito tempo pode ser letal.
Considera-se que dietas de suinos e aves ndo devem conter mais de 100 mg de gossipol
livre/kg de peso e que inclusdes de caroco de algoddo na ragdo devem estar entre 50 kg/t e
100 kg/t de racdo. O processamento do caroco do algodao a altas temperaturas é um eficiente

desativador do gossipol .

O algodao é usualmente apresentado como uma cultura de poliniza¢édo cruzada parcial,
embora muitos melhoristas considerem a planta como completamente autofértil e
autopolinizadora, exceto por polinizagcdo cruzada, causada por insetos polinizadores. Freire ¢%

afirma que a planta de algodao apresenta um sistema reprodutivo intermediario entre aquele
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encontrado nas plantas albgamas e nas autdgamas, com taxas de polinizagdo cruzada entre
5% e 95%. A polinizacao cruzada € chamada de cruzamento natural e mantém um grau de

heterozigose a partir de F1 .

A autopolinizagédo é a forma de hibridacdo que ocorre preferencialmente na cultura do
algoddo, embora o cruzamento natural possa ocorrer ©®. A polinizacdo controlada no
algodoeiro € simples e consiste em utilizar métodos que impecam a abertura das flores. O
cruzamento é também facilmente realizavel, fazendo-se a emasculacdo e a protecdo do
estigma na véspera e a polinizacdo no dia seguinte. A producéo de caroco é de 20 a 30 por

fruto quando o cruzamento e a autopolinizacéo sdo bem realizados ©.

O tempo de florescimento do algodoeiro pode diversificar-se de acordo com a variedade
e as condi¢cbes ambientais, mas geralmente se inicia aos 50 dias apds emergéncia e prolonga-
se até 120 dias ou mais, com pico da curva ao redor de 70 ou 80 dias. Os procedimentos de
autopolinizacdo e cruzamento devem ser realizados na época mais propicia, com 30 a 40 dias

de florescimento.

O combate a plantas daninhas é um dos principais tratos culturais realizados nas
lavouras de algoddo. As interacBes negativas de plantas daninhas com o algodoeiro,
particularmente a competicdo, a alelopatia e interferéncia nas atividades agricolas, causam
reducdes de produtividade e depreciacdo do algodao produzido. As perdas podem ser muito
elevadas caso o controle ndo seja efetuado de modo correto e no momento adequado “9. As
principais plantas invasoras que ocorrem na cultura do algodoeiro no Brasil sédo: capim
carrapicho (Cenchrus equinatus), capim marmelada (Brachiaria plantaginea), capim colchéo
(Digitaria horizontalis), grama-seda (Cynodon dactilon), picdo preto (Bidens pilosa), carrapicho
de carneiro (Acanthospermum hispidum) e corda-de-viola (I[pomea sp.). O manejo das plantas
daninhas é realizado com métodos culturais, mecanicos e quimicos, sendo o controle por meio

da aplicagéo de herbicidas o principal método de controle.

O Algodao Roundup Ready é comercializado nos Estados Unidos da América (desde
1995), Canadéa (1996), Japao (1997), Argentina (1999), Australia (2000), México (2000), Africa
do Sul (2000), Coréia (2003), Filipinas (2003), China (2004) e Uni&o Européia (2005) @,

M. Descricao do OGM e Proteinas Expressas

O Algodao Roundup Ready evento MON 1445 foi geneticamente modificado a partir da
transformacdo da variedade comercial Coker 312 com o plasmideo PVGHGTO7, através do
sistema mediado por A. tumefaciens. A transformacdao inseriu 0os genes cp4 epsps, nptll, gox e

aad no genoma dessa variedade de algoddo “®. A linhagem resultante da transformac&o
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expressa a enzima CP4 EPSPS (CP4 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase) proveniente da
Agrobacterium sp. cepa CP4, que é naturalmente tolerante ao glifosato, o ingrediente ativo do
herbicida Roundup. Essa linhagem expressa também a proteina NPTIl (neomicina
fosfotransferase tipo Il), que confere resisténcia a antibiéticos aminoglicosilados, possibilitando
a selecao de células transformadas com o gene cp4 epsps em um meio de cultura contendo o
antibiético canamicina nas fases in vitro do processo de transformacdo. O terceiro gene
introduzido, aad, codifica a proteina AAD (3"(9)-O-aminoglicosideo adenililtransferase). Esse

gene nao é expresso em tecido vegetal por estar sob o controle de um promotor procariético.

A metodologia de transformacdo genética utilizada para a producdo do Algodao
Roundup Ready evento MON 1445 foi o sistema indireto mediado pela bactéria A. tumefaciens.
Vérias revisbes sobre esse sistema de transformacdo de plantas, incluindo detalhes do

mecanismo molecular desse processo, foram publicadas nos Gltimos anos ©: 15 21 44.46.83,89)

A. tumefaciens é uma bactéria aerdbica, Gram-negativa, comumente encontrada no
solo e é responsavel por causar um tumor em plantas conhecido como “galha-da-coroa” . A
formacdo do tumor esta associada a um processo natural de transferéncia de sequencias
especificas de DNA (T-DNA, transferred DNA) presentes em um plasmideo da bactéria
chamado Ti, (tumor inducible plasmid) para o cromossomo nuclear das células vegetais

infectadas, onde o T-DNA é integrado e expresso de forma estavel.

As alteracdes fisioldgicas causadas por linhagens selvagens de A. tumefaciens néo
permitem que estas sejam utilizadas na obtencdo de plantas transgénicas. Para a utilizacdo
como metodologia de transformagéo, a linhagem de A. tumefaciens (A208) resistente ao
antibiético cloranfenicol foi modificada para ndo causar tumores em plantas. Para tanto, os
genes da sintese dos hormdnios presentes no plasmideo Ti que causam a formag&o do tumor
foram retirados e, em seu lugar, foi colocado o plasmideo desarmado pMP9ORK (. Esse
processo gerou uma linhagem de A. tumefaciens desarmada (ABI), sem a capacidade de
formar tumor. Apesar de desarmado, o plasmideo pMP9ORK foi construido com todas as
funcdes necessarias para sua replicagdo autbnoma e com 0S genes vir, que promovem a
transferéncia do T-DNA para o cromossomo da planta. Esse sistema é capaz de transferir
genes para células vegetais e manter a viabilidade de regeneracdo de células transformadas

em uma planta, sem causar a formac&o do tumor “¢ 5556,

O plasmideo pMP9ORK foi construido com elementos genéticos que possibilitam a
replicacao e transferéncia de plasmideos entre Escherichia coli e A. tumefaciens (RK2 fatores
de mobilizacdo e de transferéncia) se os organismos hospedeiros contiverem fungfes RK2

auxiliares de replicacdo e mobilizacdo. Os genes vir e 0s elementos RK2 envolvidos na
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mobilizacdo entre bactérias sdo capazes de agir em cis ou em trans, podendo estar presentes
na mesma estrutura génica que abriga o T-DNA ou em uma estrutura génica distinta “®. O
Unico elemento que é necessario estar presente na mesma estrutura génica que abriga o T-
DNA séo sequéncias de cerca 25 pb nas extremidades do T-DNA gque delimitam a sua
transferéncia. Utilizando E. coli como organismo hospedeiro, o T-DNA de interesse pode ser
montado em um plasmideo binario distinto (que contém elementos de funcdes RK2 auxiliares
de replicacdo e mobilizacdo com sinais especificos para a acdo dos genes vir) e transferido
para A. tumefaciens por conjugacdo. Subseqlentemente, o co-cultivo do A. tumefaciens ABI
contendo o plasmideo que carrega o T-DNA de interesse com o tecido vegetal pode resultar na
transferéncia do T-DNA para o genoma nuclear da célula vegetal através das fungdes vir
codificadas pelo plasmideo pMP9ORK desarmado ©* ™. Nesse processo, 0s genes Vvir ndo se
transferem para as células da planta, permanecendo no Agrobacterium. A transferéncia do T-
DNA ¢ iniciada pelas proteinas codificadas pelos genes vir, que reconhecem as sequencias
especificas nas extremidades do T-DNA. Essas extremidades sdo necessarias, mas ndo sao
totalmente transferidas, resultando em uma transferéncia irreversivel do T-DNA ©#®, Portanto o
DNA inserido deixa de ser um T-DNA, pois ndo contém mais as extremidades necessérias a

transferéncia ©.

Para a geracdo do Algodao Roundup Ready evento MON 1445, o plasmideo PV-
GHGTO07, que contém o T-DNA com os genes de interesse, foi construido em E. coli cepa MM-
294 (derivada da E. coli cepa K-12) e transferido para a linhagem de Agrobacterium ABI por
meio de uma conjugacdo triparental. A conjugacao triparental envolveu trés participantes: a
linhagem Agrobacterium ABI desarmada, a E. coli contendo o plasmideo pRK2013 que contém
as funcdes RK2 auxiliares ® e a E. coli contendo o plasmideo PV-GHGTO07 com o T-DNA que

possui 0s genes a serem introduzidos.

A linhagem Agrobacterium ABI contendo o plasmideo PV-GHGTO7 foi selecionada e
cultivada em meio de cultura contendo os antibiéticos espectinomicina e estreptomicina.
Subsequientemente, a linhagem Agrobacterium ABI contendo o plasmideo PV-GHGTO7 foi co-
cultivada com sec¢8es de hipocétilo de algodao da cultivar Coker 312. Além do gene cp4 epsps,
o plasmideo PV-GHGTOQ7 contém o gene nptll, que permite a selecdo de células transformadas
em meio contendo o antibiético canamicina. Posteriormente, células residuais de
Agrobacterium no meio de cultura foram eliminadas com o uso de diferentes antibiéticos e os
hipocétilos foram transferidos para meio de cultura especifico para iniciacdo de calos
embriogénicos, contendo os antibioticos carbenicilina e canamicina. Subsequentemente, as

células geneticamente modificadas foram estimuladas para a regeneracdo de brotos e
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plantulas. As plantulas foram cultivadas em solo, avaliadas para tolerancia ao glifosato e
desenvolvidas para eventual producdo de sementes de acordo com metodologia descrita por

Trolinder e Goodin ©9.

O gene cp4 epsps, que faz parte da construcdo quimérica descrita acima (P-
FMV/CTP2/cp4 epsps | E9 3'), codifica a proteina CP4 EPSPS, responsavel pela tolerancia do
Algodao Roundup Ready evento MON 1445 ao herbicida glifosato. A regido codificadora do
gene cp4 epsps, é derivada da bactéria de solo Agrobacterium sp. cepa CP4. Esta bactéria foi
identificada em uma varredura de microrganismos resistentes a acdo da molécula do glifosato
8. 69 O Agrobacterium sp. cepa CP4, assim como outras bactérias e alguns fungos do solo,
sdo resistentes a acao do glifosato por possuirem a enzima EPSPS pouco sensivel a inibicdo
desse herbicida ™. A escolha dessa bactéria como fonte do gene de resisténcia ocorreu
principalmente pelas caracteristicas cinéticas da enzima CP4 EPSPS para a alta tolerancia ao
glifosato, isto &, constante de inibi¢cdo (Ki) da ordem de 2,7 mM, mantendo ainda alta afinidade
por fosfoenolpiruvato (PEP) (Km = 12 uM), um de seus substratos. Em outras palavras, a
concentracdo de glifosato necessaria para a inibicdo da enzima é cerca de 2000 vezes maior
gue a concentracdo de um de seus substratos, o PEP, o que significa que ela tem altissima
afinidade por esse substrato e baixissima para o seu inibidor, o glifosato. Esses parametros se

invertem quando a enzima é suscetivel ao efeito inibitério do glifosato.

O gene cp4 epsps foi fundido com a sequiéncia codificadora do peptideo de transito
para o cloropasto derivada da EPSPS de Arabidopsis thaliana, CTP2 9, complementada com
as sequencias promotora e finalizadora para que pudesse expressar a enzima CP4 EPSPS e

transporta-la para o cloroplasto de células vegetais .

O gene nptll codifica a proteina NPTII (neomicina fosfotransferase tipo Il) e faz parte da
construcao quimérica descrita acima (35S /nptll/NOS 3). A regido codificadora do gene nptll é
derivada do transposon procariético Tn5 da bactéria E. coli *®, amplamente encontrada na
natureza. A seqiiéncia do gene nptll ndo foi modificada, apenas foi complementada com
sequencias promotoras e finalizadoras para que pudesse expressar a proteina NPTIl em
plantas. O gene nptll funciona como um marcador dominante de selegdo nos estagios iniciais
em laboratorio, identificando células vegetais transformadas ©* *7. A enzima NPTII utiliza
adenosina-trifosfato (ATP) para fosforilar e inativar antibiéticos aminoglicosidicos (tais como
neomicina e canamicina), o que evita que eles causem injaria nas células que expressam
NPTIl quando elas sé@o cultivadas em meio de cultura contendo esses agentes seletivos. O
unico objetivo da insercao do gene nptll no Algoddao Roundup Ready evento MON 1445 foi,

portanto, a selecao de células transformadas que contivessem o gene cp4 epsps (uma vez que
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os dois genes fazem parte da mesma construcdo génica) na fase in vitro, sem nenhuma outra

funcéo .

O gene aad cadifica a proteina AAD (3"(9)-O-aminoglicosideo adenililtransferase). Esse
gene, em conjunto com os seus elementos reguladores (promotor e finalizador), foi isolado do
transposon Tn7, o qual é comumente encontrado em bactérias Gram-negativas como a E. coli
@) A seqliéncia do gene aad ndo foi modificada em relacdo aquela encontrada na natureza.
Como a sequiéncia promotora da expressdo do gene aad € de origem procaribtica, a expressao
da proteina AAD ocorre somente em sistema microbiano e, por isso nao foi detectada no
Algoddo Roundup Ready, evento MON 1445. Esse gene foi utilizado como marcador de
selecdo das bactérias E. coli e A. tumefaciens que continham o plasmideo PV-GHGTO07. Os
antibioticos espectinomicina e estreptomicina foram adicionados como agentes seletivos no
meio de cultura. O Unico objetivo da inser¢cdo do gene aad no algodao € a selecdo de células

bacterianas que contivessem o plasmideo de interesse, ndo possuindo nenhuma outra funcéo

(75)

O gene gox codifica a enzima GOX (glifosato oxidoredutase) que € responsavel por
metabolizar o herbicida glifosato. A regido codificadora do gene gox € derivada da
Ochrobactrum anthropi, cepa LBAA, isolada em reservas de despejo e tratamento de afluentes
de producéo industrial de glifosato ™ “2, A enzima GOX tem a capacidade de degradar o
glifosato para aminometil 4cido fosfénico (AMPA) e glioxilato. A conversdo do glifosato para

aminometil &cido fosfonico € a via principal da degradacéo do glifosato no solo ¢7 7289,

O propésito original na utilizacdo do gene gox foi obter um aumento na tolerédncia ao
herbicida através de uma redugdo geral na concentracdo do glifosato na planta e impedir o
acumulo do glifosato a niveis téxicos nos 6rgaos sensiveis da planta. A regido codificadora do
gene gox foi redesenhada e resintetizada para expressdo em plantas dicotiledoneas,
considerando os mesmos critérios descritos para o gene cp4 epsps. O gene foi ligado a
sequéncia codificadora do peptideo de transito para o cloroplasto da subunidade pequena da
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase da Arabidopsis thaliana, CTP1 ¥, complementado com as
sequencias promotora e finalizadora para que a enzima GOX pudesse ser expressa e
transportada para o cloroplasto das células da planta. Apesar de estar presente no plasmideo
PV-GHGTO7, o gene gox nao foi transferido para o algodéo, e consequentemente, a proteina
GOX n&o foi detectada no Algoddo Roundup Ready, evento MON 1445 (),
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V. Aspectos relacionados a saide Humana e dos Animais

A proteina CP4 EPSPS 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase pertence a familia de
enzimas presente em todas as plantas (inclusive no algoddo) e em um grande numero de
microrganismos @, Estas enzimas tém sido isoladas de varias fontes, e suas propriedades tém
sido amplamente estudadas “¥. As enzimas EPSPS bacterianas e vegetais s&o
monofuncionais, com massa molecular de 44-48 kD ©° e catalisam a transferéncia do grupo
enolpiruvil, de fosfoenolpiruvato (PEP) para a 5-hidroxi da shiquimato-3-fosfato (S3P),

produzindo fosfato inorganico e 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato ©.

Em virtude de rigorosa especificidade para os substratos, as enzimas EPSPS ligam
apenas S3P, PEP e glifosato. O Unico produto metabdlico resultante conhecido é o &cido 5-
enolpiruvilshiquimico-3-fosfato, o que corresponde ao pendltimo produto da via do acido
shiguimico. O &cido shiquimico € um precursor para a biossintese de aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina e triptofano), além de muitos metabdlicos secundarios, como o
tetrahidrofolato, a ubiquinona e a vitamina K ©%. Embora a via do acido shiquimico (ou
shiquimato) e as proteinas EPSPS ndo ocorram em mamiferos, peixes, aves, répteis e insetos,
elas sdo importantes em plantas. Calcula-se que as moléculas aromaticas, todas derivadas do

acido shiguimico, representem 35% ou mais do peso seco de uma planta @3,

Estudos in vitro com fluidos digestivos simulados sao ferramentas amplamente
utilizadas como modelo da digestdo animal. Este sistema simulado foi utilizado para investigar
a digestibilidade de proteinas de plantas ©* *), proteinas de animais ® e aditivos de alimentos
@D, assim como avaliar a qualidade da proteina ® e o potencial de alergenicidade através da

absorgado das proteinas pelo sistema digestivo ©.

Adicionalmente, o conhecimento sobre 0 modo de acéo, a especificidade e o histérico
de uso seguro das proteinas EPSPS e NPTII, o potencial de efeitos toxicos e alergénicos
destas proteinas em humanos e outros mamiferos foi avaliado através de estudos de digestao
in vitro. Os estudos utilizaram fluidos simulados gastrico (pH 1,2) e intestinal (pH 7,5). A taxa de
degradacao da proteina CP4 EPSPS (proteina madura, sem o peptideo de transito) foi avaliada
através de andlises de Western Blot. O estudo mostrou que a proteina CP4 EPSPS e
peptideos se degradam em menos de 15 segundos apés a exposicdo ao fluido géastrico. No
fluido intestinal simulado, a degradacdo da proteina CP4 EPSPS ocorreu em um periodo

inferior a 10 minutos “®.

A taxa de degradacédo da proteina NPTII foi avaliada através da atividade enzimatica. O
estudo mostrou que a proteina NPTII foi destruida apdés dois minutos de incubacéo no fluido

gastrico simulado e 15 minutos de incubacdo no fluido intestinal simulado ©¥. Baseado nos
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resultados desses estudos, € previsto que as novas proteinas CP4 EPSPS e NPTIl expressas
no Algoddo Roundup Ready evento MON 1445 sejam rapidamente digeridas no trato digestivo
de mamiferos. As proteinas exdgenas rapidamente digeridas constituem um risco minimo de

toxicidade ou alergia quando comparadas as demais proteinas dietéticas seguras © .

Estudos de toxicidade oral aguda das proteinas CP4 EPSPS e NPTII foram realizados
utilizando camundongos albinos como indicadores ™ *), Resultados demonstraram que n&o
houve evidéncia de toxicidade quando a proteina CP4 EPSPS foi administrada oralmente por
gavagem aos camundongos, em doses de 572, 154 e 49 mg da proteina por kg de peso
corporal. Particularmente ndo foram observados sinais clinicos anormais em nenhum dos
animais durante o estudo, de modo que ndo houve diferenca estatistica significativa em peso
corporal, peso corporal cumulativo ou consumo de alimentos entre os tratamentos e 0S grupos
de controle. Todos os animais foram sacrificados no sétimo dia pds-dosagem e submetidos a

necropsia, sendo que nenhum efeito patoldgico foi observado .

Baseado nos dados de expressdo da proteina CP4 EPSPS no caroco do Algodéao
Roundup Ready evento MON 1445, a dose de 572 mg por kg de peso corporal equivale a um
consumo entre 3,2 a 7,1 kg de caroco por kg de peso corporal. No estudo realizado com a
proteina NPTII, doses de 5000, 1000 e 100 mg da NPTIl por kg de peso corporal foram
administradas oralmente por gavagem aos camundongos. Todos os animais foram sacrificados
no sétimo dia pés-dosagem e submetidos a necropsia, sendo que nenhum efeito patoldgico foi
observado ©¥. Baseado nos dados de expressdo da proteina NPTII no caroco do Algoddo
Roundup Ready, evento MON 1445, a dose de 5000 mg por kg de peso corporal equivale a um
consumo de aproximadamente 700 kg de carogo por kg de peso corporal.

As analises composicionais (proteinas, lipidios, fibras, carboidratos, aminoacidos,
minerais, teor caldrico, a-tocoferol e gossipol) ndo mostraram diferengas significativas entre o

evento MON1445 e o parental ndo-GM ou outras variedades comerciais.

Os resultados desses estudos confirmam que as proteinas CP4 EPSPS e NPTII ndo
possuem toxicidade oral aguda para mamiferos. Os resultados sdo compativeis com a
auséncia de qualquer similaridade de seqiéncia de aminoacidos com proteinas tdxicas

conhecidas e com a rapida digestédo destas proteinas nos fluidos gastricos e intestinais.

V. Aspectos Ambientais e Agronémicos

7

A agricultura moderna € uma atividade responsavel por significativos impactos
ambientais negativos ® 47182 @ 'portanto, a avaliacido de riscos de qualquer evento GM deve

ser realizada em relagdo ao impacto que ja é inerente a agricultura convencional ®* 69 Assim,
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a analise da CTNBIo objetivou avaliar se o impacto ambiental causado pelo Algoddo Roundup
Ready, evento MON 1445 ¢ significativamente superior ao causado pelas variedades

convencionais considerando as praticas agricolas associadas a cada sistema.

A maioria dos mamiferos, tanto silvestres como de criagdo, evita 0 consumo do algodéo,
devido a presenca do gossipol e de outros componentes dos tecidos da planta. O uso do
caroco de algodao é, por isso também, bastante limitado na pecuaria. Além disso, nos campos,
a semente do algodao esta coberta pela pluma, 0 que a torna pouco atraente para aves. NOs
dois casos, portanto, € pouco provavel que animais silvestres venham a se alimentar de
guantidades significativas de sementes de algoddo ou de outras partes da planta. Na pecuaria,
a exposicao as proteinas recombinantes sera necessariamente limitada. Na criacdo de peixes,
a semente de algoddo ndo é empregada. N&o se espera que plantas de algodao e pélen
alcancem rios e outras colecdes de dgua em quantidades significativas para causar qualquer
preocupacao: no manejo desta cultura, a retencdo da agua de irrigacdo nos campos € vital e o
escoamento das aguas de chuva para cérregos e rios proximos deve ser minimizada por
raz6es ambientais (carreamento de herbicidas e outros defensivos agricolas para as cole¢cbes
de 4gua). Por tudo isso, € pouco provavel que peixes venham a ser regularmente expostos a
quantidades significativas das proteinas recombinantes do algoddo MON 1445, tanto na
natureza, como em criacdo em acgudes ou tanques-rede. Ademais, a proteina EPSPS é
considerada ubiqua na natureza por estar presente em todas as plantas e em um grande
namero de microrganismos. Por isso, todos os seres vivos que se alimentam de plantas e

microrganismos ja sdo expostos as proteinas EPSPS.

Os invertebrados podem entrar em contato com as proteinas recombinantes
diretamente consumindo o algodoeiro ou pela predacdo de insetos que dele se alimentaram. A
exposicao sera maior para aqueles que se alimentam diretamente de folhas e outros tecidos.
Polinizadores e consumidores de pélen podem ser expostos a quantidades pequenas de
proteinas recombinantes, j4 que a expressdo destas proteinas no pélen é muito inferior a dos

demais tecidos, o que esta amplamente documentado no processo.

Uma vez que as proteinas recombinantes sao consumidas, ndo parece haver qualquer
efeito sobre os insetos: embora néo haja trabalhos publicados sobre isso, o algoddo MON 1445
foi testado tanto nos EUA como no Brasil guanto a susceptibilidade a varias pragas agricolas e
n&do houve qualquer diferenca de susceptibilidade entre a linhagem transgénica e a parental. E
preciso ter em mente que a proteina EPSPS esta presente em todas as plantas e também em
bactérias, algas e fungos e que a diferenca estrutural ou enzimatica entre a CP4-EPSPS e a

EPSPS natural é desprezivel. A proteina NPT-Il, por sua vez, ndo possui qualquer propriedade
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que a distinga da mesma enzima em microrganismos ©”. As duas proteinas transgénicas estdo
na natureza, amplamente distribuidas entre os microrganismos de onde foram derivadas.
Assim, a expresséo destas proteinas na planta de algodao ndo deve ter qualquer efeito toxico

em invertebrados.

Embora a producdo de antibiéticos por bactérias ndo patogénicas do solo tenha sido
associada a reducdo de certas doencas de plantas, ndo h& evidéncia do envolvimento de
neomicina ou canamicina. Ademais, estes antibidticos ndo sdo empregados na agricultura para
o controle de doencas originadas do solo. Por isso, ndo é provavel que a presenca da proteina
NPT-II no solo impacte a populagdo microbiana nele presente. Além disso, a expressao desta
proteina em diferentes cultivos transgénicos como algodao, canola, milho e tomate nunca foi
relacionada ao aumento de nenhuma doenca de plantas.

A transferéncia horizontal de genes € um evento possivel, porém extremamente raro
entre um eucarioto e um procarioto, ou mesmo entre um eucarioto e outro, quando entre eles
ndo ha nenhuma proximidade evolutiva. Apenas entre microrganismos a transferéncia
horizontal pode ocorrer, embora ainda assim em taxas muito baixas. Os microrganismos que
por transferéncia horizontal de genes ganhassem uma coépia do gene cp4-epsps teriam a
capacidade de sintetizar aminoacidos aromaticos e outros compostos aromaticos, mesmo na
presenca de glifosato. Ocorre, contudo, que a capacidade de degradar o glifosato esta
amplamente distribuida na comunidade microbiana, de forma que este novo carater em nada
contribuiria para a manutencéo do gene transferido. Como citado anteriormente, a comunidade
microbiana do solo n&o parece ser afetada por nenhuma das culturas expressando o gene cp4-
epsps. Ademais, é importante lembrar que o gene epsps é ubiquo e a flora microbiana ja é,
naturalmente, tolerante ao glifosato.

Da mesma forma, microrganismos que recebessem o gene npt-Il poderiam se tornar
resistentes a neomicina e outros antibidticos relacionados. Entretanto, como discutido
anteriormente, ndo haveria pressao seletiva sobre estes microrganismos, ja que estes
antibioticos ndo sdo empregados nos plantios comerciais. Também ndo ha qualquer relato de
mudanca da flora microbiana do solo associada a expresséo destes genes. A transferéncia de
outros elementos da constru¢éo para a flora microbiana, como o promotor CaMV, poderiam
eventualmente causar algum efeito, mas nada disso parece acontecer. Recentemente, Lo e
colaboradores © mostraram que, de fato, isso é improvavel para o gene npt-Il, no solo de
cultivos de mamao transgénico.

A probabilidade de transferéncia de genes entre organismos superiores
filogeneticamente ndo relacionados é extremamente remota e a transferéncia entre uma planta

e um animal ainda mais improvavel. Para o gene cp4-epsps, o ganho de tolerancia a herbicida
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nao daria qualquer vantagem ou desvantagem ao animal, seja ele vertebrado ou invertebrado.
O mesmo ocorre para o gene npt-ll. A transferéncia de sequencias regulatérias poderia ter
efeitos imprevisiveis, mas elas estao presentes numa enorme gama de alimentos (assim como

0 gene epsps).

O algodoeiro (G. hirsutum) ndo tem se mostrado com qualquer potencial invasor no
Brasil, assim como nos demais paises do mundo onde é regularmente cultivado em grandes
extensdes. Nas margens das rodovias onde séo transportados carocos e outros produtos de
algodao, podem aparecer eventualmente plantas que se estabelecem apenas nos locais onde
ha, natural ou artificialmente, acimulo de umidade. Nao se nota, contudo, qualquer avanco
destas plantas para outras areas. Adicionalmente, dentro do género Gossypium néo ha relatos
de qualquer potencial como planta invasora, exceto no caso de G. tomentosum, que ndo existe

no Brasil @53,

Alguns autores sugerem que o fluxo génico de plantas GM para gendétipos silvestres
pode resultar em reducdo de biodiversidade. No entanto, a reducéo de variabilidade genética é
decorrente do fendmeno de introgressdo génica que € um processo bem mais complexo do
que a simples hibridacdo *° 2% 489 A introgressdo de um transgene para plantas silvestres de
algoddo sO poderia ocorrer se este conferisse uma forte vantagem seletiva, superior as
desvantagens conferidas pelos alelos que estdo geneticamente ligados ao transgene 8 0 80,
No entanto, a caracteristica de tolerancia a herbicida é reconhecida como nao sendo capaz de
dotar os genotipos receptores de qualquer vantagem adaptativa fora de areas agricolas *° &9,
uma vez que fora destas areas, 0s potenciais genotipos silvestres receptores ndo sofrem acao
da pressdo seletiva do herbicida e, portanto, a eventual polinizacdo destes genétipos nao
resultaria em introgresséo génica. Desta forma, é extremamente improvavel a transferéncia da

caracteristica de tolerancia a herbicidas para fora de areas agricolas ®° 8%,

Uma das questbes levantadas a respeito de plantas geneticamente modificadas
tolerantes a herbicidas (TH) é a possibilidade do cruzamento destas com plantas daninhas e a
conseqliente geracdo de plantas invasoras TH com maior adaptabilidade @ *®. No entanto,
para que ocorra a formagdo destas chamadas “super plantas daninhas”, é necessario que
ocorra a hibridacéo da planta geneticamente modificada com uma espécie invasora e pressao
seletiva (aplicacdo de herbicida) na area fisica onde se encontra o hibrido ©®. Dados
experimentais disponiveis levantados a partir de regides com plantio em larga escala de
plantas geneticamente modificadas tolerantes a herbicidas confirmam que o desenvolvimento
de resisténcia a herbicidas em plantas daninhas ndo esta relacionada a modificacdo genética,

mas ao gerenciamento das culturas e dos herbicidas utilizados pelos agricultores . Ademais,
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inexistem no Brasil espécies sexualmente compativeis com G. hirsutum que apresentem
caracteristicas de plantas invasoras. Assim, conclui-se que é extremamente improvavel que o
transgene cp4 epsps do evento MON 1445 seja transferido para plantas daninhas tornado-as
mais invasivas. Os cuidados habituais com gerenciamento e manejo de culturas e herbicidas,
como a rotacao de culturas e rotacao de herbicidas com diferentes mecanismos de acao, deve

ser o foco para mitigar o surgimento de plantas daninhas tolerantes a herbicidas.

Avaliacdes do fenotipo e desempenho agronémico do Algodao Roundup Ready evento
MON 1445, cultivar DP50RR, como também avaliacBes de eficacia e tolerancia ao glifosato
foram realizadas no Brasil. As avaliacdes foram realizadas em estudos de campo em locais
tipicos para o cultivo do algodéo, simulando a producao comercial brasileira durante as safras
de 1999/2000 e 2002/2003.

As avaliacdes do fenétipo e do desempenho agrondmico do Algoddo Roundup Ready
evento MON 1445 cultivar DP50RR durante a safra de 1999/2000 foram realizadas em trés
locais (Ituverava, SP; Rondonopolis, MT; e Capindpolis, MG). O experimento seguiu as préticas
agrondmicas convencionais, tipicamente utilizadas em avalia¢cdes de novos cultivares e avaliou
0s seguintes parametros: numero de nds, altura, posicdo do primeiro ramo, bolas por metro
linear, suscetibilidade a doencas (Colletotrichum sp., Ramularia sp., Doenca Azul, Vermelh&o e
Alternaria sp.), capulhos por metro, e produtividade. Diferengas significativas ndo foram
observadas tanto no que se refere aos aspectos fenotipicos ou morfolégicos como ao
desempenho agrondémico entre as cultivares DP50 (convencional) e DP50RR (Algodao

Roundup Ready evento MON 1445) para os parametros avaliados.

Durante a safra de 2002/2003 os parametros fenotipicos, morfolégicos e agronémicos
foram novamente avaliados e expandidos. Os experimentos foram realizados em dois locais
(Santa Cruz das Palmeiras - SP e Santa Helena de Goids - GO). Esses experimentos
compararam o desenvolvimento do Algoddao Roundup Ready evento MON 1445 cultivar
DP50RR, o algoddo convencional DP50 e oito cultivares comerciais, quatro em cada local. As
parcelas plantadas com o Algoddo Roundup Ready evento MON 1445 cultivar DP50RR foram
tratadas com 1,5 Kg/ha do herbicida Roundup (formulagdo MON214445) em aplicacéo foliar no
estadio V4 e complementado com 1,0 Kg/ha com aplicacdo dirigida entre linhas da mesma
formulacdo 20 dias apOs a primeira aplicacdo. Para os demais cultivares, todas as parcelas
foram tratadas igualmente com fertilizantes e agroquimicos para controle de doencas e insetos,
utilizando os mesmos produtos e doses e seguindo praticas agrondmicas convencionais,
tipicamente utilizadas em cada regido. Comparacdes entre o algoddo geneticamente

modificado e as variedades convencionais foram realizadas durante a safra para 0s seguintes
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parametros: vigor da planta, ciclo de florescimento, altura da planta, precocidade de maturagéo,
ciclo até colheita, retencdo da pluma pela capsula apds a deiscéncia, peso do capulho, peso
médio de 1000 sementes, porcentagem de fibras, suscetibilidade a doencas e pragas
(Colletotrichum sp., Ramularia sp., Doenca Azul, Vermelh&o e Alternaria sp.), produtividade e
gualidade de fibra. Diferencas significativas ndo foram observadas entre a cultivar
geneticamente modificada, com ou sem aplicacdo de glifosato, e seu parental recorrente

convencional nos parametros fenotipicos, morfoldgicos e agronémicos avaliados.

Os genes gox e epsps estao sob o controle do promotor do P-FMV do virus do mosaico
da Scrophularia ™ e o gene nptll esta sob o controle do promotor do RNA 35S do virus do
mosaico da couve-flor (CaMV) ©), Esses dois promotores sdo funcionais em vegetais
superiores e, portanto, se esperaria a presenca das proteinas C4 EPSPS, NPTIl e GOX em
plantas transformadas com essa constru¢do. De fato, as proteinas C4 EPSPS e NPTII foram
detectadas por ELISA em vaérias partes da planta (0,02% e 0,028% da proteina total das
sementes; 7 a 170 ng de EPSPS por mg de tecido foliar fresco), em condicbes de campo

cultivadas nos EUA, Espanha e Brasil.

A presenca de plantas daninhas causa reduc¢des na produtividade e depreciacdo do
algoddo produzido “®, podendo acarretar em perdas de 68 a 95% ¥ sendo, portanto seu
manejo fundamental. As principais plantas invasoras que ocorrem na cultura do algodoeiro no
Brasil sdo: capim carrapicho (Cenchrus equinatus), capim marmelada (Brachiaria plantaginea),
capim colchdo (Digitaria horizontalis), grama-seda (Cynodon dactilon), picdo preto (Bidens
pilosa), carrapicho de carneiro (Acanthospermum hispidum) e corda-de-viola (Ipomea sp.). O
manejo das plantas daninhas é realizado com métodos culturais, mecénicos e quimicos, sendo
o controle por meio da aplicacdo de herbicidas o principal método de controle. O controle
quimico € o mais empregado no pais, principalmente em grandes areas. Sdo realizadas

pulverizagfes de herbicidas antes da semeadura, na pré e pés-emergéncia.

O ¢glifosato é um herbicida pds-emergente, pertencente ao grupo quimico das glicinas
substituidas, classificado como nédo-seletivo e de acdo sistémica. Apresenta largo espectro de
acao, o que possibilita um excelente controle de plantas daninhas anuais ou perenes, tanto de
folhas largas como estreitas. Esse herbicida encontra-se devidamente registrado no Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA para fins agricolas e no Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA do Ministério do Ministério do
Meio Ambiente para fins ndo agricolas e possui monografia aprovada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA ®. O glifosato atua como um potente inibidor da atividade da 5-

enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), que é catalisadora de uma das reacdes de
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sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, e influencia também
outros processos, como a inibicdo da sintese de clorofila, estimula a producéo de etileno, reduz
a sintese de proteinas e eleva a concentracdo do &cido indolacético. Algumas moléculas de
outros herbicidas, registradas e usadas durante o cultivo de algodéo, apresentam acéo residual
no solo, podendo ocasionar fitotoxicidade ao algodoeiro e a outros cultivos subsegientes, além

de impactos ao meio ambiente.

Ante o exposto, conclui-se que as avaliacbes das caracteristicas fenotipicas e
agronbmicas do Algodao Roundup Ready evento MON 1445 cultivar DP50RR realizadas no
Brasil tém resultados semelhantes aos encontrados em outras regides do mundo em plantio
experimental e comercial. Com excecdo da tolerdncia ao herbicida glifosato, resultante da
expressdo do gene cp4 epsps, o Algoddo Roundup Ready evento MON 1445 demonstra
caracteristicas fenotipicas e agronbmicas equivalentes ao padrdo de linhagens parentais

convencionais e de cultivares comerciais de algodao convencional.
VL. Restricdes ao uso do OGM e seus derivados

Pareceres técnicos referentes ao desempenho agrondmico concluiram que ha
equivaléncia entre plantas transgénicas e convencionais. Assim, as informacdes indicam que
as plantas transgénicas nao diferem fundamentalmente dos gendtipos de algoddo néo
transformado, a excecdo da tolerancia ao glifosato. Adicionalmente, ndo ha evidéncia de
reacOes adversas ao uso do Algoddo Roundup Ready evento MON 1445. Por essas razoes,
nao existem restricbes ao uso deste algoddo ou de seus derivados seja para alimentacdo

humana ou de animais.

Conforme estabelecido no art. 1° da Lei 11.460, de 21 de margo de 2007, “ficam
vedados a pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indigenas

e areas de unidades de conservagao”.

VIL. Consideracdes sobre particularidades das diferentes regides do Pais (subsidios

aos o6rgaos de fiscalizacao):

A tecnologia Roundup Ready evento MON 1445 mostrou-se passivel de ser utilizada
sob todas as préticas agricolas comumente utilizadas nas diversas regides e condi¢fes, seja
disponibilidade de insumos, mao-de-obra, dentre outros, utilizados na cultura do algodao.

Adicionalmente, essa tecnologia podera permitir maior sucesso no uso de plantio direto.

Estudos realizados concluiram que a utilizacdo das variedades geneticamente
modificadas para o uso seletivo de glifosato ndo restringe nenhum procedimento na cultura

algodoeira. Ndo existem variedades crioulas de algodoeiros e as cadeias de algodoeiros
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especiais, convencionais e transgénicos tém convivido de modo satisfatorio, sem que tenham

sido divulgados relatos de problemas de coexisténcia.

VIll. Conclusao

A longa experiéncia com métodos tradicionais de melhoramento de plantas, a
experiéncia de mais de trés décadas em pesquisa e mais de uma década em comercializagdo
de variedades transgénicas no mundo, além do avan¢o no conhecimento sobre a estrutura e a
dindmica dos genomas, indicando se um determinado gene ou caracteristica é seguro,
sinalizam que o processo de engenharia genética por si s6 apresenta pouco potencial para o
surgimento de consequencias inesperadas que ndo seriam identificadas ou eliminadas durante

0 processo de desenvolvimento de variedades comerciais GM 4,

Considerando que o Algoddo Roundup Ready evento MON 1445 pertence a espécie
bem caracterizada (Gossypium hirsutum) e com solido histérico de segurangca para uso
humano e que o gene cp4 epsps introduzido nessa variedade ndo codifica proteina toxica,

sendo inGcua para seres humanos.

Considerando que a construcdo génica utilizada para inserir esse gene em algodao
resultou na insercao estavel de uma cépia funcional do gene cp4 epsps, a qual proporcionou

tolerancia das plantas ao glifosato.
Considerando ainda que:

1- O Algodao Roundup Ready, evento MON 1445, apresenta estabilidade genética em varias
condicbes ambientais determinadas em vérias geragbes de linhagens obtidas por
retrocruzamento com cultivares elite, inclusive uma variedade adaptada para cultivo no

Brasil.

2- As proteinas CP4 EPSPS e NPTIl foram expressas em varios tecidos e estadios de
desenvolvimento do Algodao Roundup Ready, evento MON 1445, em niveis extremamente

baixos.

3- As analises de seguranca do Algoddo Roundup Ready, evento MON 1445 e de seus
produtos comprovou que a variedade geneticamente modificada é segura tanto para o meio
ambiente quanto para a utilizacdo como alimento ou componente de racdo animal em

relagé@o ao risco apresentado pelo algodéo convencional.

4- As novas proteinas expressas nas plantas CP4 EPSPS e NPTII foram seguras em todos 0s

aspectos avaliados.
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5- A proteina CP4 EPSPS ¢é degradada rapidamente no sistema grastrointestinal de humanos
e animais, por ser uma enzima labil; além disso, o seu modo de acéo, especificidade e a
auséncia de homologia com sequencias toxicas, faz com que esta proteina néo represente

risco a salde humana ou ao ambiente.

6- A proteina NPTII foi avaliada pelo FDA em 1994, sendo considerada segura para uso em
alimentos. E degradada rapidamente no sistema grastrointestinal de humanos e animais e,
devido ao seu modo de acdo, a sua especificidade e a auséncia de homologia com

sequencias toxicas, conclui-se que esta proteina nao representa risco de toxicidade.

7- Nos estudos de avaliacdo do potencial de alergenicidade, comprovou-se que as proteinas
CP4 EPSPS e NPTII ndo sao detectaveis nos produtos de algodéo utilizados como alimento
humano e animal e ndo oferecem risco significativo como alergénicos e ndo séo derivadas

de formas alergénicas.

8- As avaliacdes das caracteristicas fenotipicas e agronémicas do Algoddo Roundup Ready,
evento MON 1445, cultivar DP50RR, realizados no Brasil tém resultados semelhantes aos

encontrados em outras regides do mundo em plantio experimental e comercial.

9- Experimentos de campo e plantio comercial com varias geracfes e derivados do Algodao
Roundup Ready evento MON 1445 realizados desde 1993 demonstram um fenétipo estavel
de tolerancia ao herbicida glifosato que ocorre como uma caracteristica monogénica de alta

herdabilidade e sofre pouco efeito do ambiente em sua expresséo.

10- Estudos com animais demonstram que a pasta de caro¢o de Algoddo Roundup Ready
evento MON 1445 é tdo segura e nutritiva quanto a pasta de caroco de algodéo

convencional.

11- E pouco provavel que animais silvestres venham a se alimentar de quantidades

significativas de sementes de algodao ou de outras partes da planta.

12- A proteina EPSPS esta presente em todas as plantas e também em bactérias, algas e
fungos sendo, portanto, amplamente distribuida na natureza. Por isso, todos os seres vivos

gue se alimentam de plantas e microrganismos ja sdo expostos as proteinas EPSPS.

13- Os antibiéticos neomicina e canamicina ndo sdo empregados na agricultura para o controle
de doencas de plantas originadas do solo. Por isso, ndo é provavel que a presenca da

proteina NPT-II no solo impacte a populag&o microbiana do solo.

14- E extremamente improvavel a transferéncia da caracteristica de tolerancia a herbicidas

para fora de areas agricolas.
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15- E improvavel que o transgene cp4 epsps do evento MON 1445 seja transferido para
plantas daninhas tornado-as mais invasivas. Os cuidados habituais com gerenciamento e
manejo de culturas e herbicidas, como a rotacdo de culturas e rotacdo de herbicidas com
diferentes mecanismos de acdo, devem ser o foco para mitigar o surgimento de plantas

daninhas tolerantes a herbicidas.

16- Os dados apresentados e aqueles existentes na literatura mostram que 0s impactos
gerados pela liberacdo no campo em escala comercial do evento de algodoeiro MON1445
sdo similares aqueles apresentados por seus parentais e outras variedades nao-GM

atualmente cultivadas no Pais.

17- O evento MON 1445 j4 foi aprovado em varios paises, tais como EUA, Canada, Japao,
Australia, México, Africa do Sul, Argentina, China, Unido Européia, Filipinas, Coldémbia e
Coréia do Sul, tendo sido cultivado comercialmente em alguns destes, sem mostrar efeitos

negativos para a satde humana, animal ou de meio ambiente.

Diante do exposto, a liberagdo comercial do Algoddo Roundup Ready evento MON 1445
ndo € potencialmente causadora de dano a saude humana e animal, nem de significativa

degradacdo do meio ambiente.

A andlise da CTNBIo considerou os pareceres emitidos pelos membros da Comisséo;
por consultores ad hoc; documentos aportados na Secretaria Executiva da CTNBio pela
requerente; resultados de liberacbes planejadas no meio ambiente; palestras, textos e
discussdes da audiéncia publica, realizada em 17/08/2007. Foram também considerados

estudos e publicagdes cientificas independentes, realizados por terceiros.
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Walter Colli
Presidente da CTNBio

Votos divergentes:

O membro da CTNBio, Dr. José Maria Gusman Ferraz (Subcomissdo Setorial
Permanente Ambiental) votou contra a liberacdo comercial do Algodao Roundup Ready Evento
1145. Os membros da CTNBio, Drs. Graziela Almeida da Silva (Subcomissao Setorial
Permanente de Salde Humana), Kenny Bonfim (Subcomissédo Setorial Permanente de Salde
Humana) e Leonardo Melgarejo (Subcomissao Setorial Permanente Ambiental), abstiveram-se

de votar pela liberacdo comercial do Algodao Roundup Ready, Evento 1145.

O relator Dr. Paulo Yoshio Kageyama (Subcomissao Setorial Permanente Ambiental)

emitiu parecer contrario a aprovacgao deste produto por entender que:

1. A entidade ndo demonstrou claramente que os herbicidas a base de glifosato tém
propriedade favoravel ao meio ambiente, ndo se movimentam para o lengol freético, tém baixa

ecotoxicidade e auséncia de efeitos residuais no solo.

2. Seria necessario um estudo de impacto ambiental, segundo as normas legais brasileiras
para a entidade concluir que “a utilizacdo do sistema Algoddo Roundup Ready, Evento 1145, é
segura e proporciona beneficios para o agricultor e ndo h& evidéncia de que seja

potencialmente poluidora ou causadora de significativa degradacdo ambiental”.
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3. A auséncia de estudos no relatorio de pedido de liberacdo comercial ndo permite avaliar a
toxicidade direta do glifosato que penetra nos tecidos vegetais, sobre os organismos nao-
mamiferos que dele se alimentam, quando este produto passa a ser utilizado sequencialmente

durante varias vezes no ano.

4. Devem ser exigidos novos estudos de impacto ambiental usando algumas espécies-chave,
espécies indicadoras, de diferentes ordens da classificagdo animal e vegetal para possibilitar a

posteriori uma vigilancia qualitativa e quantitativa dos efeitos adversos, ao longo do tempo.

5. No processo néo foi considerada a presenca de plantas daninhas resistentes ao herbicida

glifosato.

6. A distancia de visitacéo a flores de algodao por espécies de abelhas Bombus sp. foi de 1.750
metros do ninho. Portanto, a entidade tem que considerar a longa distancia de vbo das

mamangavas polinizadoras.

7. A entidade deve considerar os resultados dos estudos de Sanches Jr e Malerbo-Souza,

valorizando a poliniza¢éo por estes insetos.

8. Em relacéo aos efeitos do Algoddo RR sobre organismos nédo-alvo, a entidade afirmou que
“as avaliacOes de risco ecotoxicologico do ROUNDUP consideram efeitos diretos do herbicida e
do surfactante sobre os organismos nao-alvo e meio ambiental”. Posteriormente em versao
atualizada, apresentou os dados onde se baseiam em estudos nédo realizados no Brasil e

também nao consideraram a biota do solo.

9. Os estudos citados ndo respondem de maneira adequada o questionamento sobre o
deslocamento do pdlen e também nao responde a pergunta "quais fatores que podem afetar a
probabilidade do fluxo génico intra e inter-especifico em diferentes regides e biomas

brasileiros?".

10. O risco de dispersdo do transgene com a flora e a fauna selvagem ndo deve ser
descartado, posto que o0 gene de tolerdncia aos herbicidas pode conferir uma vantagem

seletiva a organismo hospedeiro nos agrossistemas manejados pela tecnologia TH.

11. A auséncia de estudos no relatério de pedido de liberacdo comercial ndo permite avaliar a
toxicidade direta do glifosato que penetra nos tecidos vegetais, sobre os organismos nao-

mamiferos que dele se alimentam.

12. O algoddo geneticamente modificado apresenta diferenca em relagdo ao néo-

geneticamente modificado.
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13. Nao foram apresentados, no processo, resultados experimentais comprovando que o
algodao geneticamente modificado tem maior rendimento que o convencional como sugerido

na parte inicial.

14. E imprescindivel que a requerente faga experimentos em cultivos sucessivos para avaliar a
evolucdo de consumo do agrotoxico que é parte da tecnologia Algodao RR, Evento MON 1445,

pois a experiéncia com soja RR s6 foi conhecida depois da liberagdo comercial.

15. A liberacdo de plantas transgénicas resistentes a herbicidas aceleram o aparecimento de

plantas resistentes a estes agrotoxicos.
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